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15d-PGJ2 15-deoxy-∆12,14-prostaglandin J2 
ANOVA  analysis of variance 
BrdU  5-bromo-2’-deoxyuridine 
BSA  bovine serum albumin 
CAY10410 9,10-dihydro-15-deoxy-∆12,14-prostaglandin J2
CRTH2 chemoattractant receptor-homologous molecule expressed on T 
helper type 2 cells 
DEPC diethylpyrocarbonate 
DMEM  Dulbecco’s modified Eagle’s medium 
DP1  prostaglandin D2 receptor type 1 
DP2  prostaglandin D2 receptor type 2 
DTNB  5,5’-dithiobis (2-nitrobenzoic acid) 
EGF  epidermal growth factor 
ERK1/2  extracellular signal-regulated kinase 1/2 
F-12  F-12 nutrient 
FGF2  fibroblast growth factor 2 
GAPDH glycerol-3-phosphate dehydrogenase 
GFAP  glial fibrillary acidic protein 
GPCR   G protein-coupled receptor 
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GSH  glutathione 
GSH-EE glutathione ethyl ester 
H DCFDA 2 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate 
HO-1  hemeoxygenase-1 
HRP  horseradish peroxidase 
IgG  immunoglobulin 
LPS  lipopolysaccharide 
MAPK  mitogen-activated protein kinase 
MHM  media-hormone-mix 
NeuN  neuronal nuclei protein 
NPC  neural progenitor cell 
NSC  neural stem cell 
NQO-1  NADPH:quinine oxidoreductase-1 
PBS  phosphate buffered saline 
PBSGT  PBS containing 1% normal goat serum and 0.3% Triton X-100 
PBSBT PBS containing 0.5 w/v% bovine serum albumin and 0.3% Triton 
X-100 
PFA  paraformaldehyde 
PG  prostaglandin 
PGD2  prostaglandin D2 
PGJ2  prostaglandin J2
PMA  phorbol 12,13-myristate acetate 
PPARγ  peroxisome proliferator-activated receptor γ 
RMS  rostral migratory stream 
ROS  reactive oxygen species 
SGZ  subgranular zone 
SVZ  subventriculr zone 
 2
TA  transit amplifying 
Th2  T helper type 2 cells 
TrX  thioredoxin 
TdT  terminal deoxynucleotidyl transferase 
Tuj1  β-tubulin type III 











せ持つ細胞と定義され(Reynolds et al., 1992)、主に胎生期において活発に増殖と
分化を繰り返し、脳の発生に重要な役割を果たしている。最近、神経幹細胞は









に普遍的に観察される現象であることが明らかになった(Kukekov et al., 1999)。
成体哺乳類の脳内においては、神経幹細胞は主に 2 つの領域に豊富に存在して
いる。その 1 つは側脳室の外側壁を構成する SVZ であり、もう 1 つは海馬歯状
回の門と顆粒細胞層の境界領域である顆粒細胞下層（subgranular zone; SGZ）で
ある。SVZ では、分裂速度の遅い神経幹細胞（タイプ B 細胞）から活発な分裂
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能を有する transit amplifying 細胞（TA 細胞）（タイプ C 細胞）を経て、神経前
駆（芽）細胞（タイプ A 細胞）が生まれ、これらは鎖状の凝集体を形成しつつ




る(Doetsch et al., 1999)。一方、海馬歯状回の顆粒細胞下層においても、分裂速
度の比較的遅い神経幹細胞（タイプⅠ細胞）から活発な分裂能を有する TA 細
胞（タイプⅡ細胞）を経て、顆粒細胞と呼ばれるニューロンへと分化し(Cameron 
and McKay, 2001; Fukuda et al., 2003)（Fig. 1）、これらは貫通枝からの入力を受け、
また自身は CA3 に存在する錐体細胞に苔状線維を介して神経出力を行い、海馬




















Fig. 1. Neurogenesis in the hippocampal dentate gyrus.  
The neural stem cells have abilities to proliferate and to migrate into determined area and to 






れる。例えば、空間学習(Leuner et al., 2004)や文脈的恐怖条件付け(Pham et al., 
2005)、環境エンリッチメント(van Praag et al., 1999)などは、海馬歯状回の顆粒
細胞下層に存在する神経幹細胞・前駆細胞の増殖能や生存を亢進することが報
告されている（Table 1）。さらに、低線量放射線や fluoxetine のような抗うつ薬
の投与によって神経幹細胞の増殖を抑制すると、空間学習能の障害(Snyder et al., 
2005)や認知機能の低下(Bruel-Jungerman et al., 2005)、抗うつ薬の薬理効果の低
下(Santarelli et al., 2003)など脳の生理機能や薬理作用に変化が見られることが
報告されている。また、脳血管障害によって脳内のニューロンが障害されると、
側脳室下帯および海馬歯状回・顆粒細胞下層に存在する神経幹細胞が活性化し、
その増殖能を亢進させてニューロン(Nakatomi et al., 2002)やアストロサイト
(Pforte et al., 2005)を新生することが多数報告されている。さらに、神経幹細胞
の増殖因子を外因的に投与して、人為的に神経幹細胞の増殖能を増加させると、
脳血管障害に伴う学習能力の低下が改善されることや、アルツハイマー病のモ
デル動物においてニューロンへの分化が亢進すること(Jin et al., 2004)、また、睡
眠剥奪が海馬歯状回の神経幹細胞の増殖を減少させることが報告されている













告されている(Guzman-Marin et al., 2007)。さらに本研究室の研究において、睡眠









Fig. 2. The effect of rebound sleep on the proliferation of neural stem/progenitor cells in 













アデノシン、メラトニンなどの生理活性物質が同定されてきた(Ingram et al., 
1982; Mizoguchi et al., 2001; Urade et al., 1993)。特に、プロスタグランジン類（PG）
は、病態時に局所的に高濃度で産生され多彩な生理作用を有することが知られ
ている。これまでの報告により、多くのPG類が脳内においても産生されている






























スタグランジンD合成酵素により産生され(Urade et al., 1985)、睡眠誘発、痛み応
答の調節、体温低下、黄体ホルモン分泌抑制などの中枢作用を示す(Hayaishi, 
1991; Ito et al., 1989)。また、PGD2は末梢組織の肥満細胞やTh2（T helper type 2 
cells）リンパ球に分布する造血器型プロスタグランジンD合成酵素によっても
生成され(Urade et al., 1987)、血管拡張、気管支収縮、血小板凝集阻害などの生
理作用を惹起し、アレルギーや炎症反応のメディエーターとして働く(Ito et al., 
1989) 。 PGD2 は PGD2 1 型 受 容 体 （ DP1 ） と CRTH2 （ chemoattractant 
receptor-homologous molecule expressed on T helper type 2 cells）とも呼ばれる
PGD2 2 型受容体（DP2）の 2 種類のGタンパク質共役型受容体（G protein-coupled 
receptor; GPCR）に作用して、様々な生理的作用を惹起することが報告されてい






受容体を刺激して、睡眠誘発作用を示すことが報告されている(Urade et al., 
1993)。一方DP2 はGiタンパク質、Gqタンパク質と共役しており、好酸球、好塩
基球、Th2 を含む造血組織、心臓などに発現しており、主にアレルギー反応に
関与する(Hirai et al., 2001; Stubbs et al., 2002)。また、PGD2は、非酵素的に代謝
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され、シクロペンテノン構造を有するJ2型プロスタグランジン（PGJ2類）が産
生されることが知られている(Fukushima et al., 1982)。これまでJ2型プロスタグ
ランジンとしてPGJ2、∆12-PGJ2、及び 15-deoxy-∆12,14-PGJ2（15d-PGJ2）の 3 種類












Fig. 3. Metabolism of PGD2 into three derivatives of PGJ2. 
 
 











報告されている(Rossi et al., 2000; Straus et al., 2000)。 
  ところで、神経幹細胞の存在を実験レベルで初めて厳密に示したのは、1992
年のカルガリー大学の Weiss らによる論文である(Reynolds et al., 1992)。彼らは
ニューロスフェア法と呼ばれる培養法を用いて、神経幹細胞の存在を実証した。
すなわち、神経組織の様々な領域から細胞を単離し、上皮成長因子（epidermal 




























 雄性 ICR マウス（5 週齢）及び雌性 ICR マウス（妊娠 15.5 日目）は日本 SLC
より購入し、使用した。動物は恒温（23±2°C）条件及び明暗条件下（明期 12














Fluor 488 goat anti-mouse IgG抗体（A11001）、Alexa Fluor 568 goat anti-rabbit IgG
抗体（ A11036 ）、 Alexa Fluor 568 goat anti-rat IgG 抗体（ A11077 ）及び
2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate（H2DCFDA）はInvitrogenより購入した。
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Mouse anti-β-tubulin type III（Tuj1）、rabbit anti-glial fibrillary acidic protein（GFAP）、
β-NADPH、5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoic acid)、5-sulfosalicylic acid及びGSHレダク
ターゼはSigma-Aldrichより購入した。Mouse anti-neuronal nuclei protein（NeuN）







法を用いて行った(Reynolds et al., 1992)。 エーテルでの深麻酔下で、妊娠 15.5
日目の雌性ICRマウスを開腹し、氷冷したグルコース（0.6%）を含むリン酸緩
衝生理食塩水（phosphate buffered saline; PBS）の中にマウス胎仔を取り出した。
さらに、クリーンベンチ内で眼科用ハサミとピンセット（INOX No.5）を用い
て脳を摘出し、氷冷したDMEMとF-12 nutrientの混合液（1 : 1）（DMEM/F-12）
中に取り出した。さらに、実体顕微鏡下で眼科用ハサミを用いて胎仔脳を左右
に分離した。それぞれ左右の脳の内側部から海馬を眼科用ハサミを用いて選択
的に摘出し、氷冷したmedia-hormone-mix （MHM）液（組成はTable 3 に示す）
1 mlに取り出した。ピペッティングにより組織を単一細胞化し、細胞懸濁液を
40 µm セルストレイナ （ーCat# 352340、Becton-Dickinson）で濾して単一細胞化
されていない組織片を除いた。ノントリートメントT75 カルチャーフラスコ
（Cat# 353133、Becton-Dickinson）を用いて、EGF（20 ng/ml）及びFGF2（20 ng/ml）
を含むMHM液中（12 ml）で 5 日間培養し、ニューロスフェアを形成させて神
経幹細胞を分離増殖させた。その際、細胞は 37°Cに保温した 5% CO2を含むイ
ンキュベーター中にて培養し、培養開始時の細胞密度は、4 × 105 cells/ml と
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した。また、2 日に一度、1/4 量の培養液を添加した。 
 
 
    DMEM/F-12 
        Glucose     0.34 % 
        Insulin      23 µg/ml 
        Transferrin     92  µg/ml 
        Putrescine     55  µM 
        Sodium selenite    27.5  nM 
        Progesterone     20  nM 
Penicillin     50  units/ml 
Streptomycin     50  units/ml 
 
Table 3. The composition of MHM 
 
 
2-4 WST-8 assay（生細胞数測定法） 
 初代培養により摘出したマウス海馬由来神経幹細胞を 5 日間培養した後、ノ
ントリートメント T75 カルチャーフラスコより回収し、200 × g（1,200 rpm）
で室温において 5 分間遠心した。遠心後、上清を除去し、collagenase （1 mg/ml）、
およびBSA（bovine serum albumin）（10 mg/ml）を含むDMEM/F12（10 ml）を加
えて、37°C、10 分間静置し、酵素的分解によりニューロスフェアを単一細胞化
させた。200 × g（1,200 rpm）で室温において 2 分間遠心後、上清を除去し、
DMEM/F12（10ml）を加えてピペッティングし、再び 200 × g（1,200 rpm）で室
温において 2 分間遠心した。上清を除去し、MHM（2 ml）を加えてピペッティ
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ングし、40 µmセルストレイナーに通した。MHMを用いて細胞懸濁液を 1.1 × 105 
cells/mlに調製し、ノントリートメント 96 穴プレート（Cat#351172、
Becton-Dicknson）の各ウェルに 90 µlずつ加えて、CO2インキュベーター中で培
養した。12 時間後、10 倍の濃度に調製した薬液とEGF溶液を 10 µlずつ各ウェ
ルに加え、CO2インキュベーター中で 48 時間培養した。その後、WST-8 試薬（5 
µl）を各ウェルに加え、CO2インキュベーター中で 5 時間培養した後、マイク




15d-PGJ2またはCAY10410 刺激の 1 時間前から処理した。 
 
 
2-5 DNA 合成能測定法（BrdU 免疫染色） 
マウス海馬由来神経幹細胞を 5 日間培養した後、2-4 と同様の方法でニュー
ロスフェアを単一細胞化させ、MHMを用いて細胞懸濁液を 1.1 × 105 cells/mlに
調製し、ノントリートメント 96 穴プレートの各ウェルに 90 µlずつ播種し、CO2
インキュベーター中で培養した。12 時間後、10 倍の濃度に調製した薬液とEGF
を 10 µlずつ各ウェルに加え、CO2インキュベーター中で 36 時間培養した。次
に 、 10 倍 の 濃 度 に 調 製 し た 5- ブ ロ モ -2’- デ オ キ シ ウ リ ジ ン
（5-bromo-2’-deoxyuridine; BrdU）溶液を 11 µlずつ各ウェルに加え、さらに 12
時間培養した。パラホルムアルデヒド（paraformaldehyde; PFA）溶液（8%）を
各ウェルに 100 µlずつ入れ、最終的に 4% PFAになるようにして室温で 15 分間
固定し、さらにPBS（100 µl）で 3 回洗浄した。その後、37°Cに加温した 2 N 塩
酸（HCl）を 50 µlずつ各ウェルに加え、5 分間静置した。さらにホウ酸緩衝液
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（0.15 M、pH 8.5）を 50 µlずつ各ウェルに加え、10 分間静置し、PBS（100 µl）
で 3 回洗浄した。その後、各ウェルに、正常ヤギ血清（1%）及びTriton X-100
（0.3%）を含むPBS（PBSGT）を添加し、室温において 2 時間ブロッキング反
応を行った。その後、PBSGTで希釈したラット抗 BrdU IgG（anti-BrdU）抗体
（200 倍希釈、OBT0030、Oxford Biotechnology）と共に 4°C、overnightでインキ
ュベーションした。PBSで 3回洗浄後、PBSGTで希釈した二次抗体、ヤギAlexa568
標識抗ラットIgG抗体（goat Alexa568-anti rat IgG、200 倍希釈、A11007、Molecular 
Probes）及び核染色試薬hoechst 33258（1 µg/ml）と共に遮光下、室温で 2 時間





2-6 TUNEL（TdT-mediated dUTP-X nick end labeling）染色法 
 LAB-TEK chamber®（Cat# 178599、Nunc）の各ウェルをpoly-L-lysine（PLL、
30 µg/ml、100 µl）によってコーティングし、4°C、overnightで保存した。滅菌
水で 3 回洗浄した後、各ウェルをlaminin溶液（15 µg/ml、100 µl）でコーティン
グし、4°C、overnightで保存した。滅菌水で 3 回洗浄した後、各ウェルに滅菌水
を 100 µlずつ加え、CO2インキュベーター中で保存した。 
 5 日間培養したマウス海馬由来神経幹細胞をノントリートメントT75 カルチ
ャーフラスコより回収し、200 × g（1,200 rpm）で室温において 5 分間遠心した。
遠心後、上清を除去し、collagenase （1 mg/ml）、およびBSA（10 mg/ml）を含
むDMEM/F12（10 ml）を加えて、37°C、10 分間静置し、酵素的分解によりニ
ューロスフェアを単一細胞化させた。200 × g（1,200 rpm）で室温において 2 分
間遠心後、上清を除去し、DMEM/F12（10 ml）を加えてピペッティングし、再
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び 200 × g（1,200 rpm）で室温において 2 分間遠心した。上清を除去し、MHM
（2 ml）を加えてピペッティングし、40 µmセルストレイナーに通した。MHM
を用いて細胞懸濁液を 4.0 × 105 cells/mlに調製し、LAB-TEK chamber®の各ウェ
ルに 100 µlずつ加えて、CO2インキュベーター中で培養した。12 時間後、10 倍
の濃度に調製した薬液とEGFを 10 µlずつ各ウェルに加え、CO2インキュベータ
ー中で 48 時間培養した。その後、PFA溶液（8%）を各ウェルに 100 µlずつ入れ、
最終的に 4% PFAになるようにして室温で 15 分間固定し、さらにPBS（100 µl）
で 3 回洗浄した。 
 細胞を固定した後、LAB-TEK chamber®の枠とゴムをピンセットによって取り
除き、PFA（4%）溶液で 1 時間固定し、PBSで 2 回洗浄した。氷冷したTritonX-100
（0.1%）を含むクエン酸ナトリウム溶液（0.1 %）にLAB-TEK chamber®を浸し、
2 分間静置し、その後PBSで 2 回洗浄した後、PBSGT（0.2 ml）を用いて免疫染
色 セ ン タ ー （ Thermo SCIENTIFIC ） に セ ッ ト し た 。  TdT （ terminal  
deoxynucleotidyl transferase）（10%）を含むNucleotide mixture溶液を各LAB-TEK 
chamber®の上から 100 µlずつ加え、37°Cで 1 時間インキュベートした。その後、
1 mlのPBSで 3 回洗浄し、核染色試薬hoechst 33258（1 µg/ml）を含むPBSを 100 
µlずつ加え遮光下で 15 分間インキュベーションした。その後、PBS（1 ml）で
3 回洗浄した。LAB-TEK chamber®を免疫染色センターから外して乾燥させ、封
入剤（Biomeda）を用いてカバーガラスで封入した。蛍光顕微鏡（Olympus）を
用いて撮影し（対物レンズ: 10 倍、WUフィルター、露光時間 : 50.2 ms、ゲイ








 マウス海馬由来神経幹細胞を 5 日間培養した後、2-4 と同様の方法でニュー
ロスフェアを単一細胞化させ、MHMを用いて細胞懸濁液を 4.5 × 105 cells/mlに
調製し、PLL（30 µg/ml）及びlaminin（15 µg/ml）でコーティングしたノントリ
ートメント 35 mmディッシュ（1000-035、IWAKI）に 2 mlずつ播種し、CO2イ
ンキュベーター中で培養した。12 時間後、100 倍の濃度に調製した薬液とEGF
溶液を 20 µlずつ各ディッシュに加え、CO2インキュベーター中で 12 時間培養
した。その後、細胞懸濁液をコニカルチューブ（15 ml用）に回収し、600 × g
（2,000 rpm）、室温で 2 分間遠心した。上清を除去した後、5% 5-sulfosalicylic acid
溶液を 50 µl加え、ピペッティングした後、全量をエッペンドルフチューブ（1.5 
ml用）に移した。-80°Cで 15 分間、静置した後、37°Cにて融解させた。この凍
結融解の作業を 2 回繰り返し、アルミホイルで遮光した後、4°Cで 5 分間、静
置した。続いて、10,000 × g（11,400 rpm）、室温で 10 分間遠心し、上清を別の
エッペンドルフチューブに移し、これをグルタチオン定量のサンプルとした。
また、残った沈渣に 0.1 N NaOHを 20 µlを加えて溶解させ、タンパク定量のサ
ンプルとした。 
 グルタチオン定量用のサンプルを 96 穴プレートの各ウェルに 10 µl ずつ播種
し、さらに working 溶液  [6 units/ml GSH レダクターゼ、 1.5 mg/ml 
5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoic acid)、1 mM EDTA を含む 0.1 M リン酸カリウム緩衝
液] を 150 µl ずつ加え、ピペッティングした。室温で 5 分間静置した後、0.16 
mg/ml β-NADPH を 50 µl ずつ加え、ピペッティングした。速やかにマイクロプ









2-8 細胞内活性酸素（reactive oxygen species; ROS）レベルの測定 
 マウス海馬由来神経幹細胞を 5 日間培養した後、2-4 と同様の方法でニュー
ロスフェアを単一細胞化させ、MHMを用いて細胞懸濁液を 1.1 × 105 cells/mlに
調製し、PLL（30 µg/ml）及びlaminin（15 µg/ml）でコーティングしたノントリ
ートメント 96 穴プレートの各ウェルに 90 µlずつ播種し、CO2インキュベータ
ー中で培養した。12 時間後、10 倍の濃度に調製した薬液とEGF溶液を 10 µlず
つ各ウェルに加え、CO2インキュベーター中で 2 時間培養した。インキュベー
ト終了の 30 分前に、ROSの蛍光指示薬であるH2DCFDAを最終濃度が 10 µMに
なるように添加した。その後、培養上清を除去し、MHMを 100 µl加え、速やか
に蛍光顕微鏡（Olympus）を用いて撮影し（対物レンズ: 10 倍、露光時間 : 20.1 
ms、ゲイン : 250、オフセット : 20）、各ウェルのH2DCFDA陽性細胞数及び蛍




 24 穴プレート（Cat#142475、Nunc）の各ウェルをPLL（30 µg/ml、300 µl）に
よってコーティングし、2 時間静置した。滅菌水で 3 回洗浄した後、各ウェル
にMHMを 300 µlずつ加え、CO2インキュベーター中で保存した。 
 マウス海馬由来神経幹細胞を 5 日間培養した後、2-4 と同様の方法でニュー
ロスフェアを単一細胞化させ、MHMを用いて細胞懸濁液を 7.0 × 105 cells/mlに
 21
調製し、24 穴プレートの各ウェルに 400 µlずつ播種し、CO2インキュベーター
中で 12 時間培養した。薬物刺激をした後、培養上清を除去し、サンプルバッフ
ァー[75 mM 2-amino-2-hydroxymethyl-1, 3-propanediol (Tris) –HCl, 2% sodium 
dodecyl sufate (SDS), 10% glycerol, 3% 2-mercaptoethanol, 0.003% bromophenol 
blue, pH 6.8]を加え、可溶化した。これを 95°Cで 5 分間処理し、タンパク質サ
ンプルとした。タンパク質サンプルは 11%のアクリルアミドゲルで電気泳動し、
分離したタンパク質をセミドライ・トランスファー装置（AE-6675, ATTO）で
ゲルからPVDF膜（Hybond P, Amersham）へ転写した。次にPVDF膜を 3%スキム
ミルク含有TBST（10 mM Tris, 100 mM NaCl, 0.1% Tween 20, pH 7.4）に浸して室
温で 2 時間ブロッキングを行い、その後 3%スキムミルク含有TBSTで希釈した
一 次 抗 体 と 4°C で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 用 い た 抗 体 は 、 anti 
-phospho-extracellular signal-regulated kinase 1/2 antibody（p-ERK1/2, Cell Signaling 
Technology, 1000 倍希釈）及びanti-ERK1/2（Cell Signaling Technology, 1000 倍希
釈）である。TBSTで 5 回洗浄後、PVDF膜を 3%スキムミルク含有TBSTで希釈
した二次抗体に浸して、室温で 2 時間インキュベートした。二次抗体は
horseradish peroxidase (HRP) conjugated anti-rabbit IgG antibody（Cell Signaling 
Technology, 5000 倍希釈）を用いた。TBSTで 5 回洗浄後、化学発光検出キット
（ECL, Amersham）を用いて、HRPと基質との反応により生じた化学発光を化




 6 穴プレート（Cat#140675、Nunc）の各ウェルをPLL（100 µg/ml、1000 µl）
によってコーティングし、2 時間静置した。滅菌水で 3 回洗浄した後、各ウェ
ルにMHMを 300 µlずつ加え、CO2インキュベーター中で保存した。 
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 マウス海馬由来神経幹細胞を 5 日間培養した後、2-4 と同様の方法でニュー
ロスフェアを単一細胞化させ、MHMを用いて細胞懸濁液を 2.5 × 105 cells/mlに
調製し、6 穴プレートの各ウェルに 2000 µlずつ播種し、CO2インキュベーター
中で 12 時間培養した。薬物刺激した後、培養上清を除去し、サンプリング行っ
た。サンプリングは、TRI REAGENT（11 667 165 001、Roche）1 mlを加えてピ
ペッティングし、5 分間室温で静置した。これに、クロロホルム 200 µlを加え
て 15 秒間ボルテックスした。氷上で 3 分間インキュベートし、17,400 × g（15,000 
rpm）、4°Cで 15 分間遠心した。分離上清（300 µl）を新たなチューブに採取し、
イソプロパノール 300 µlを加えてボルテックスし、10 分間インキュベートした。
17,400 × g（15,000 rpm）、4°Cで 15 分間遠心し、沈渣に 70%エタノール 1 mlを
加え、17,400 × g（15,000 rpm）、4°Cで 15 分間遠心した。上清を完全に除去した
後、沈渣をdiethylpyrocarbonate（DEPC）水 10 µlに溶解させ、総RNA溶液とした。
Nanodrop®（LMS、東京）で 260 nmの吸光度を測定し、RNA濃度を算出した。
これに適量のDEPC水を加え、RNA濃度を 0.1 ng/µlとし、サンプルRNAとした。 
 
 
2-11 RT (Reverse Transcription) – PCR (Polymerase Chain Reaction) 
 サンプルRNA 5.75 µl、オリゴ（dT）15プライマー（0.25 pmol/µl、Promega）
0.5 µlをPCRチューブに加えて、70°Cで 10 分間反応させた。さらに、5 x RTバッ
ファー2 µl、10 mM dNTPs（Fermentas）1 µl、RNaseインヒビター（40 U/ml、
TOYOBO）0.25 µl、Rever TraAce（TOYOBO）0.5 µlを加え、30°Cで 10 分間、
続いて 42°Cで 60 分間反応させて逆転写反応を行い、99°Cで 5 分間処理するこ
とで酵素を失活させた。 
 得られたcDNAサンプル 1.5 µlに対して、SYBR Premix Ex Taq（Perfect Real 
Time）（TAKARA BIO INC.）5 µl、H2O 3 µl、10 µl プライマーミックスをチュ
 23
ーブに加えて混合し、リアルタイムPCRを行った。 Hemeoxygenase-1（HO-1）、
NADPH:quinine oxidoreductase-1（NQO-1）については、①94°C, 5 min、②94°C, 
15 sec、Tm, 30 sec、72°C, 60 sec × 45 サイクルの条件で行い、その他については、











 マウス海馬由来神経幹細胞を 5 日間培養した後、2-4 と同様の方法でニュー
ロスフェアを単一細胞化させ、MHMを用いて細胞懸濁液を 2.6 × 105 cells/mlに




んだMHMを 100 µlずつ各ウェルに加え、CO2インキュベーター中で 48 もしく
は 96 時間培養した。その後、PFA溶液（8%）を各ウェルに 100 µlずつ入れ、最
終的に 4% PFAになるようにして室温で 15 分間固定し、さらにPBS（100 µl）で
3 回洗浄した。 
 細胞を固定した後、各ウェルに BSA（0.5 w/v%）及び TrritonX-100（0.3%）
を含む PBS（PBSBT）を添加し、室温において 2 時間ブロッキング反応を行っ
た。その後、PBSBT で希釈したマウス抗 Tuj1（anti-Tuj1）抗体（200 倍希釈、
T 8660）及びウサギ抗 GFAP（anti-GFAP）抗体（200 倍希釈、G9269）と共に 4°C、
overnight でインキュベーションした。PBS で 3 回洗浄後、PBSBT で希釈した二
次抗体、ヤギ Alexa488 標識抗マウス IgG 抗体（goat Alexa488-anti mouse IgG、
200 倍希釈、A11001、Invitrogen）及びヤギ Alexa568 標識抗ウサギ IgG 抗体（goat 
Alexa568-anti rabbit IgG、200 倍希釈、A11036、Invitrogen）及び核染色試薬 Hoechst 
33258（1 µg/ml）と共に遮光下、室温で 2 時間インキュベーションした。PBS
で 3回洗浄後、PBS（100 µl）中で保存した。その後、CELAVIEWシステム（Olympus、
RS100）で 96 穴プレートの蛍光像を撮影した（対物レンズ：10 倍、露光時間：
hoechst 33258; 100 ms、Tuj1; 700 ms、GFAP; 100 ms）。得られたデータを Scan^R 
Analysis（Olympus）ソフトウェアを用いて、撮影した写真中の hoechst33258 陽
性細胞の数を測定した。また、Tuji 及び GFAP 陽性細胞数を撮影画像より目視




2-13 nestin 染色 
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 LAB-TEK chamber®の各ウェルを 2-6 と同様の方法でPLL（30 µg/ml、100 µl）
及びlaminin溶液（15 µg/ml、100 µl）でコーティングした。マウス海馬由来神経
幹細胞を 5 日間培養した後、2-4 と同様の方法でニューロスフェアを単一細胞
化させ、MHMを用いて細胞懸濁液を 1.0 × 105 cells/mlに調製し、LAB-TEK 
chamber®の各ウェルに 200 µlずつ加えて、CO2インキュベーター中で培養した。
2 時間後、PFA溶液（8%）を各ウェルに 100 µlずつ入れ、最終的に 4% PFAにな
るようにして室温で 15 分間固定し、さらにPBS（100 µl）で 3 回洗浄した。 
細胞を固定した後、2-12 と同様の方法により免疫染色を行った。一次抗体は、
マウス抗 nestin（anti-nestin）抗体（300 倍希釈、MAB377、Chemicon）を用い、
二次抗体は goat Alexa488-anti mouse IgG（200 倍希釈）、また、核染色として
hoechst 33258（1 µg/ml）を用いた。その後、蛍光顕微鏡（対物レンズ：10 倍、
露光時間：hoechst 33258; 117 ms、nestin; 935 ms）を用いて撮影し、各ウェルの




 明暗条件下で飼育した 5 週齢の雄性ICRマウスをジエチルエーテルにより軽
度に麻酔した。マウス頭部のラムダの位置から外側に 2 mm及び吻側に 2 mmず
らした位置において、針（星盛堂医療器工業）を垂直に真下に刺し、HAMILTON
シリンジ（HAMILTON company）を用いて生理食塩水に溶解させた 15d-PGJ2
溶液（0, 0.3, 1, 3, 30 ng/3 µl/mouse）をゆっくりと側脳室内に投与した。マウス
が麻酔下より回復した後、上述と同様の条件下で 5時間または 24時間飼育した。 
 
2-15 BrdU 投与及びサンプリングスケジュール 
 マウス脳室内投与 5 時間または 24 時間後に、BrdU（50 mg/kg）を 26G の注
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射針（Termo）を用いてマウス腹腔内に投与した。その後再び通常飼育下に戻






大動脈に通し、氷冷した 0.009%ヘパリン/生理食塩水を 30 ml 流した後、PFA 溶
液（4%）/ 0.1 M リン酸緩衝液を 20 ml 流して灌流固定を行った。眼科用ハサミ
を用いて脳を摘出し、4°C にて PFA 溶液（4%）/ 0.1 M リン酸緩衝液内に一晩
浸した後、20%スクロース/0.1 M リン酸緩衝液 20 ml に浸した。その後、クリ
オスタット（LEICA CM 1510S）を用いて海馬を含む厚さ 40 µm の冠状切片を
作製し、吻側端から尾側端にかけて海馬を含む切片を 1 枚ずつ順番に選び、2




 2-16 で記述した方法で 2 グループに分けた切片のうち、1 グループを BrdU
に対する抗体を用いて免疫染色を行った。また、BrdU と NeuN もしくは GFAP
との共染色を行った。 
 BrdU の免疫染色では、海馬を含む脳スライスを 37°C に加温した 2N 塩酸の
入った 6 穴プレートに移し、37°C で 20 分間振倒しながらインキュベートした。
さらにホウ酸緩衝液（0.15 M、pH 8.5）の入った 6 穴プレートにスライスを移
して、室温で 10 分間振倒しながらインキュベートし、塩酸の中和を行った。こ
の塩酸の中和は 2 回繰り返した。続いて、脳スライスを PBS 溶液で 5 分間ずつ
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3 回洗浄した後、1 ml PBSGT 溶液の入ったセラムチューブに移し、室温で 2 時
間ブロッキング反応を行った。その後、脳スライスを PBSGT で希釈した
anti-BrdU 溶液（200 倍希釈）の入ったセラムチューブに移し、4°C、overnight
で振倒しながらインキュベートした。PBS 溶液で 5 分間ずつ 3 回洗浄した後、
スライスを PBSGT で希釈した二次抗体、goat Alexa568-anti rat IgG（200 倍希釈）
及び hoechst 33258（1 µg/ml）の入ったセラムチューブに移し、遮光下、室温で




 BrdU と NeuN もしくは GFAP との共染色では、一次抗体として anti-BrdU の
他に、マウス抗 NeuN IgG（anti-NeuN）抗体（500 倍希釈）もしくは anti-GFAP
抗体（150 倍希釈）を用い、二次抗体として goat Alexa568-anti rat IgG に加えて








ントし、2 を乗することで各マウス海馬歯状回における総 BrdU 陽性細胞数を計
算した。また、ランダムに選択された BrdU 陽性細胞数に対して、NeuN もしく
は GFAP 陽性の細胞をカウントし、その比を算出した。 
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 2-19 統計 
実験結果については平均値±標準誤差（S.E.M）で示した。有意差検定は二群
間の比較には Student’s t-test を用い、多重比較には Dunnett 多重比較法を用い、
P < 0.05 を有意差ありと判断した。 
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Fig. 4. The representative bright-field photograph of neurospheres derived from mouse 
hippocampus. 
NSCs were isolated from hippocampal tissures and were seeded in MHM containing 20 ng/ml EGF 
and 20 ng/ml FGF2 at a density of 4.0 × 105 cells/ml. Cells were fed fresh medium every second 
day and were incubated for 5 days (DIV 5) to form a sufficient number and size of neurospheres. 
Scale bar = 200 µm. 
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(Jiang et al., 2005; Kanemura et al., 2002)。 
  まず様々な濃度のEGF（0, 2, 20 ng/ml）によって、海馬由来神経幹細胞の増殖
を誘発し、PGD2（0.1 µM ～ 10 µM）共処理の影響を検討した。その結果、EGF
は濃度依存的に神経幹細胞の増殖を促進することが観察された（Fig. 5）。EGF
非存在下では、PGD2はいずれの濃度においても神経幹細胞の生細胞数に対して
影響を与えなかった。一方、EGF存在下（2, 20 ng/ml）では、PGD2は低濃度（0.3 














抑制するというWST-8 assayの結果と同様な二相性の作用を示した（Fig 6）。 
 次に、PGD2による増殖能調節作用の培養日数依存性についてWST-8 assayを





















Fig. 5. The effect of PGD2 on EGF-induced proliferation of the cultured NSCs. 
The dispersed NSCs from the primary neurospheres were seeded in non-treatment 96-well plate at 
a density of 1 × 105 cells/ml and cultured for 12 hr in the absence of EGF. Subsequently, they were 
treated with or without of various concentrations of PGD2 (0.1 µM ― 10 µM) in the absence or 
presence of EGF (0, 2, 20 ng/ml) for 48 hr. Thereafter, WST-8 solution was added to each well and 
incubated for an additional 5 hr. The absorbance at 450 nm with a reference wavelength of 595 nm 
was measured by microplate reader and the net absorbance substracting the values of cell-free 
wells was calculated. The data are presented as mean ± S.E.M of three or four wells. * Significant 





Fig. 6. The effect of PGD2 on DNA synthesis activity in the NSCs. 
The dispersed NSCs from the primary neurospheres were seeded in non-treatment 96-well plate at 
a density of 1 × 105 cells/ml and cultured for 12 hr in the absence of EGF. Subsequently, they were 
treated with or without various concentration of (0, 1, 10 µM) in the presence of EGF (2, 20 ng/ml) 
for 24 hr. BrdU (10 µM) was also added to cells simultaneously with PGD2 and EGF. After the 






















Fig. 7. Concentration- and incubation time-dependency for the effects of PGD2 on the 
proliferation of the NSCs. 
The dispersed NSCs from the primary neurospheres were seeded in non-treatment 96-well plate at 
a density of 1 × 105 cells/ml and cultured for 12 hr in the absence of EGF. Subsequently, they were 
treated with or without various concentrations of PGD2 (0.1 µM ― 10 µM) in the absence or 
presence of EGF (0, 2, 20 ng/ml) for various incubation period (1, 2, 4, 7 days). Thereafter, WST-8 
solution was added to each well and incubated for an additional 5 hr. The absorbance at 450 nm 
with a reference wavelength of 595 nm was measured by microplate reader and the net absorbance 





 3-3 PGD2の細胞死に対する作用 













Fig. 8. Effects of PGD2 on the cell death of NSCs. 
The dispersed NSCs from the primary neurosphere was seeded in LAB-TEK chamber® Slide 
pre-coated with 30 µg/ml poly-L-lysine followed by 15 µg/ml laminin at a density of 4 × 105 
cells/ml and cultured for 12 hr in the absence of EGF. Subsequently, they were treated with or 
without various concentrations of PGD2 (0.1 µM ― 10 µM) in the presence of EGF (2 ng/ml) for 
48 hr. Cells were fixed in 4% PFA for 15 min and were processed for TUNEL staining. Nine 
random areas for each well (10 × objective view) were captured by CCD camera and the number of 
cells were counted. The data are mean ± S.E.M of three or four wells. * Significant difference 
from vehicle control (p < 0.05, One-way ANOVA followed by Dunnett’s test). 
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Fig. 9. mRNA expression of DP1, DP2, PPARγ in the cultured NSCs mRNA. 
Total RNA was extracted from dispersed NSCs and DP1, DP2 and PPARγ were analyzed by 
RT-PCR. DP1 cDNA fragment (361 bp), DP2 cDNA fragment (263 bp) and PPARγ cDNA 




次にDP1 アンタゴニストであるBW A868CとDP2 アンタゴニストである
ramatrobanを用いて検討した。その結果、BW A868C（10 µM）存在下において
も、低濃度（1 µM ～ 2 µM）のPGD2はEGF依存的な増殖を促進し、高濃度（5 




様々な濃度（0.1, 1, 10, 30 µM）のBW A868Cの効果についても検討した。いず
れの濃度のBW A868Cも、低濃度のPGD2による増殖の促進効果及び高濃度の
PGD2による抑制効果に対して抑制作用を示さなかった（Fig. 11）。一方、
ramatroban（10 µM）存在下においても、低濃度（1 µM ～ 2 µM）のPGD2はEGF
依存的な増殖を促進し、高濃度（5 µM ～ 10 µM）のPGD2はそれらを抑制した
（Fig. 12）。また、対象群とramatroban群を比較しても有意な差は認められなか





























Fig. 10. The effect of DP1 antagonist on the action of PGD2 on the proliferation of NSCs. 
The dispersed NSCs from the primary neurospheres were seeded in non-treatment 96-well plate at 
a density of 1 × 105 cells/ml and cultured for 12 hr in the absence of EGF. After cells were 
pretreated with or without DP1 antagonist, BW A868C (10 µM), they were treated with or without 
various concentrations of PGD2 (0.1 µM ― 10 µM) in the absence or presence of EGF (0, 2, 20 
ng/ml) for 48 hr. Thereafter, WST-8 solution was added to each well and incubated for an 
additional 5 hr. The absorbance at 450 nm with a reference wavelength of 595 nm was measured by 
microplate reader and the net absorbance substracting the values of cell-free wells was calculated. 
The data are mean ± S.E.M of three or four wells. * Significant difference from vehicle control 















Fig. 11. The effect of various concentrations of DP1 antagonist on the action of PGD2 on 
the proliferation of NSCs. 
The dispersed NSCs from the primary neurospheres were seeded in non-treatment 96-well plate at 
a density of 1 × 105 cells/ml and cultured for 12 hr in the absence of EGF. After cells were 
pretreated with or without DP1 antagonist, BW A868C (0.1 µM – 30 µM), they were treated with 
or without various concentrations of PGD2 in the presence of EGF (2 ng/ml) for 48 hr. Thereafter, 
WST-8 solution was added to each well and incubated for an additional 5 hr. The absorbance at 450 
nm with a reference wavelength of 595 nm was measured by microplate reader and the net 
absorbance substracting the values of cell-free wells was calculated. Shown is the relative value of 





























Fig. 12. The effect of DP2 antagonist on the action of PGD2 on the proliferation of NSCs. 
The dispersed NSCs from the primary neurospheres were seeded in non-treatment 96-well plate at 
a density of 1 × 105 cells/ml and cultured for 12 hr in the absence of EGF. After cells were 
pretreated with or without DP2 antagonist, ramatroban (10 µM), they were treated with or without 
various concentrations of PGD2 (0.1 µM ― 10 µM) in the absence or presence of EGF (0, 2, 20 
ng/ml) for 48 hr. Thereafter, WST-8 solution was added to each well and incubated for an 
additional 5 hr. The absorbance at 450 nm with a reference wavelength of 595 nm was measured by 
microplate reader and the net absorbance substracting the values of cell-free wells was calculated. 
The data are mean ± S.E.M of three or four wells. * Significant difference from vehicle control 
















Fig. 13. The effect of various concentration of DP2 antagonist on the action of PGD2 on 
the proliferation of the NSCs. 
The dispersed NSCs from the primary neurospheres were seeded in non-treatment 96-well plate at 
a density of 1 × 105 cells/ml and cultured for 12 hr in the absence of EGF. After cells were 
pretreated with or without DP2 antagonist, ramatroban (0.1 – 30 µM), they were treated with or 
without various concentrations of PGD2 in the presence of EGF (2 ng/ml) for 48 hr. Thereafter, 
WST-8 solution was added to each well and incubated for an additional 5 hr. The absorbance at 450 
nm with a reference wavelength of 595 nm was measured by microplate reader and the net 
absorbance substracting the values of cell-free wells was calculated. Shown is the relative value of 









 3-5 15d-PGJ2が海馬由来神経幹細胞の増殖能に及ぼす影響 
近年、PGD2から生体内で非酵素的脱水によりPGJ2、15d-PGJ2、∆12-PGJ2など
のJ2型プロスタグランジン類が生成されることが報告されている(Fitzpatrick 
and Wynalda, 1983; Fukushima et al., 1982; Kikawa et al., 1984)。さらに、これらの
代謝反応は生体内だけでなく、リン酸緩衝液（PBS）のような水溶液中でも容




そこで、15d-PGJ2（0.1 µM ～ 10 µM）がEGF（0, 2, 20 ng/ml）による神経幹
細胞の増殖にどのような影響を与えるのかをWST-8 assayによって検討した。そ
の結果、EGF存在下（2, 20 ng/ml）では 15d-PGJ2は低濃度（0.3 µM）において











ングについて、条件検討を行ったところ、細胞を 4% PFAで固定する 12 時間前、
すなわちEGFで刺激した後の 36時間から 48 時間の間にBrdUを負荷することが
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Fig. 14. The effect 
of 15d-PGJ2 on 
EGF-induced proliferation of the cultured NSCs. 
The dispersed NSCs from the primary neurospheres were seeded in non-treatment 96-well plate at 
a density of 1 × 105 cells/ml and cultured for 12 hr in the absence of EGF. Subsequently, they were 
treated with or without various concentrations of 15d-PGJ2 (0.01 µM ― 10 µM) in the absence or 
presence of EGF (0, 2, 20 ng/ml) for 48 hr. Thereafter, WST-8 solution was added to each well and 
incubated for an additional 5 hr. The absorbance at 450 nm with a reference wavelength of 595 nm 
was measured by microplate reader and the net absorbance substracting the values of cell-free 
wells was calculated. The data are mean ± S.E.M of four to six wells. * Significant difference 















Fig. 15. The exposure time-dependency for BrdU incorporation in NPCs in the absence or 
presence of EGF.  
After incubated in the absence of EGF for 12 h, NPCs were stimulated with vehicle or EGF (2 or 
20 ng/ml) for 48 h. BrdU (1µM) was added to the culture medium during last 12 h (from 36 to 48 h 
after EGF treatment), 24 h (from 24 to 48 h after EGF treatment), 36 h (from 12 to 48 h after EGF 
treatment) or 48 h (from 0 to 48 h after EGF treatment). Thereafter, cells were fixed and processed 
for BrdU immunocytochemistry. The proportion of BrdU-labeled cells among the total cells are 
shown. The data are mean ± S.E.M. of six wells. *; significant difference from 12 h group in each 
concentration of EGF (p < 0.05, One-way ANOVA followed by Dunnett's test). #; significant 
difference from vehicle group in each BrdU exposure time (p < 0.05, One-way ANOVA followed 




進に対して、低濃度（0.3 µM）の 15d-PGJ2は促進作用を、また高濃度（1 µM ～ 
10 µM）の 15d-PG-J2は抑制作用を示した。これらの結果より、低濃度（0.3 µM）
の 15d-PGJ2は神経幹細胞の増殖能を促進し、高濃度（1 µM ～ 10 µM）の
15d-PGJ2では逆に増殖を抑制するというWST-8 assayの結果と同様な二相性の



























Fig. 16. The effect of 15d-PGJ2 on DNA synthesis activity of NSCs. 
The dispersed NSCs from the primary neurospheres were seeded in non-treatment 96-well plate at 
a density of 1 × 105 cells/ml and cultured for 12 hr in the absence of EGF. Subsequently, they were 
treated with or without 15d-PGJ2 (0.03 µM - 10 µM) in the absence or presence of EGF (0, 2, 20 
ng/ml) for 48 hr. BrdU (1 µM) was added to each well during the last 12 hr incubation period. After 
cells were fixed with 4% PFA, BrdU-labelled cells were stained by immunocytochemistry and nine 
random areas for each well (10 × objective view) were surveyed and the number of cells counted. 
The data are mean ± S.E.M of four wells. * Significant difference from vehicle control (p < 0.05, 
One-way ANOVA followed by Dunnett’s test). 
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 3-6 15d-PGJ2の細胞死に対する作用 
次に、15d-PGJ2が神経幹細胞の細胞死に対して影響を与えるかどうか、
TUNEL染色法を用いて検討した。 









Fig. 17. Effects of PGD2 and 15d-PGJ2 on the apoptosis of NSCs. 
The dispersed NSCs from the primary neurosphere was seeded in LAB-TEK chamber® Slide 
pre-coated with 30 µg/ml poly-L-lysine followed by 15 µg/ml laminin at a density of 4 × 105 
cells/ml and cultured for 12 hr in the absence of EGF. Subsequently, they were treated with or 
without of various concentrations of 15d-PGJ2 (0.01 µM ― 10 µM) in the presence of EGF (2 
ng/ml) for 48 hr. Cells were fixed in 4% PFA for 15 min and were processed for TUNEL staining. 
Nine random areas for each well (10 × objective view) were captured by CCD camera and the 
number of cells were counted. The data are mean ± S.E.M of three or four wells. * Significant 
difference from vehicle control (p < 0.05, One-way ANOVA followed by Dunnett’s test). 
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その結果、GW9662（0.1 µM）存在下においても、低濃度（1 µM ～ 2 µM）の
PGD2はEGF依存的な増殖を促進し、高濃度（5 µM ～ 10 µM）のPGD2はそれら
を抑制した。また、対象群とGW9662 群を比較しても有意な差は認められなか
った（Fig. 18）。また、同様にGW9662（0.1 µM）存在下においても、低濃度（0.3 




 ところで、GW9662 は 1 µM以上の濃度において細胞毒性を発揮することがい
くつかの種類の細胞において報告されている(Ray et al., 2006)。しかしながら、
10 µMのGW9662 の存在下においても、低濃度の 15d-PGJ2はEGF依存的な増殖

























Fig. 18. The effect of PPARγ antagonist on the action of PGD2 on the proliferation of 
NSCs. 
The dispersed NSCs from the primary neurospheres were seeded in non-treatment 96-well plate at 
a density of 1 × 105 cells/ml and cultured for 12 hr in the absence of EGF. After cells were 
pretreated with or without PPARγ antagonist, GW9662 (0.1 µM), they were treated with or without 
various concentrations of PGD2 (0.1 µM ― 10 µM) in the absence or presence of EGF (0, 2, 20 
ng/ml) for 48 hr. Thereafter, WST-8 solution was added to each well and incubated for an 
additional 5 hr. The absorbance at 450 nm with a reference wavelength of 595 nm was measured by 
microplate reader and the net absorbance substracting the values of cell-free wells was calculated. 
The data are mean ± S.E.M of three or four wells. * Significant difference from vehicle control 























Fig. 19. The effect of PPARγ antagonist on the action of 15d-PGJ2 on the proliferation of 
NSCs. 
The dispersed NSCs from the primary neurospheres were seeded in non-treatment 96-well plate at 
a density of 1 × 105 cells/ml and cultured for 12 hr in the absence of EGF. After cells were 
pretreated with or without PPARγ antagonist, GW9662 (0.1 µM), they were treated with or without 
various concentrations of 15d-PGJ2 (0.01 µM ― 10 µM) in the absence or presence of EGF (0, 2, 
20 ng/ml) for 48 hr. Thereafter, WST-8 solution was added to each well and incubated for an 
additional 5 hr. The absorbance at 450 nm with a reference wavelength of 595 nm was measured by 
microplate reader and the net absorbance substracting the values of cell-free wells was calculated. 
The data are mean ± S.E.M of three or four wells. * Significant difference from vehicle control 









とにより細胞内情報伝達に関わることが明らかにされている(Rossi et al., 2000; 
Straus et al., 2000)。一方、CAY10410（9,10-dihydro-15-deoxy-Δ12,14-prostaglandin J2）
は、PPARγリガンドとしての作用を有するが、シクロペンテノン環の二重結合





その結果、2 ng/ml EGF 存在下において、10 µM の CAY10410 は増殖を促進さ
せた（Fig. 21）。ここで、CAY10410 は、13 位の炭素を介して PPARγ と結合し、
特に、10 µM 以上の濃度においてその結合性が非常に上昇することが報告され
ている(Shiraki et al., 2005)。そこで、10 µM CAY10410 の増殖促進作用が PPARγ
を介して惹起されている可能性を検討するため、PPARγ アンタゴニストである
GW9662 の効果について検討した。その結果、10 µM CAY10410 による神経幹
細胞の増殖の促進効果は、GW9662 によって拮抗された（Fig. 22）。これらのこ
とから、10 µM CAY10410 による神経幹細胞の増殖の促進効果は PPARγ を介し
た作用であることが示唆された。 












Fig. 20. The chemical structure of 15d-PGJ2 and CAY10410. 
The structure of 15d-PGJ2 (a) and CAY10410 (b) is shown. Electrophilic carbons were indicated by 










Fig. 21. The effect of CAY10410 on EGF-induced proliferation of the cultured NSCs. 
The dispersed NSCs from the primary neurospheres were seeded in non-treatment 96-well plate at 
a density of 1 × 105 cells/ml and cultured for 12 hr in the absence of EGF. Subsequently, they were 
treated with or without various concentrations of CAY10410 (0.01 µM ― 10 µM) in the absence 
or presence of EGF (0, 2, 20 ng/ml) for 48 hr. Thereafter, WST-8 solution was added to each well 
and incubated for an additional 5 hr. The absorbance at 450 nm with a reference wavelength of 595 
nm was measured by microplate reader and the net absorbance substracting the values of cell-free 




Fig. 22. The effect of PPARγ antagonist on the action of CAY10410 on the proliferation of 
NSCs. 
The dispersed NSCs from the primary neurospheres were seeded in non-treatment 96-well plate at 
a density of 1 × 105 cells/ml and cultured for 12 hr in the absence of EGF. After cells were 
pretreated with or without PPARγ antagonist, GW9662 (0.1 µM), they were treated with or without 
various concentrations of CAY10410 (0.1 µM ― 10 µM) in the presence of EGF (2 ng/ml) for 48 
hr. Thereafter, WST-8 solution was added to each well and incubated for an additional 5 hr. The 
absorbance at 450 nm with a reference wavelength of 595 nm was measured by microplate reader 
and the net absorbance substracting the values of cell-free wells was calculated. Shown is the 
relative value of cell number to each control (PGD2). The data are mean ± S.E.M of three or four 
wells. * Significant difference between vehicle and GW9662 group at each concentration of 









 3-9 15d-PGJ2が神経幹細胞内の総グルタチオン量に及ぼす影響 
 15d-PGJ2は、その分子内の親電子性炭素を介して細胞内の主要な還元物質で
あるグルタチオンと共有結合し、細胞内グルタチオン量を減少させることが知




















度の 0.3 µMは細胞内の総グルタチオン量に影響を及ぼさなかった（Fig. 24）。一
方、増殖を抑制させる濃度の 1 µMから 10 µMにおいては 15d-PGJ2はグルタチオ
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Fig. 24. The effect of 15d-PGJ2 on endogenous GSH levels of the cultured NSCs. 
The dispersed NSCs from the primary neurospheres were seeded in 35 mm dish at a density of 4.5 
× 105 cells/ml and cultured for 12 hr in the absence of EGF. Subsequently, they were treated with 
or without various concentrations of 15d-PGJ2 (0.3 µM ― 10 µM) in the presence of EGF (2 
ng/ml) for 12 hr and the total GSH level was measured using enzymatic reducing cycle system. The 
data are means ± S.E.M. of four experiments. *; significant difference from vehicle control (p < 


























とが観察された（Fig. 25）。特に、増殖を促進する低濃度の 0.3 µMではROSレベ
ルの上昇は中程度であったが、増殖を抑制する高濃度 1 µMにおいては非常に強
くROSレベルを上昇させることが確認された。一方で、シクロペンテノン環中

























Fig. 25. The effect of 15d-PGJ2 on ROS levels in the cultured NSCs. 
The dispersed NSCs from the primary neurospheres were seeded in 96 well plate at a density of 1.1 
× 105 cells/ml and cultured for 12 hr in the absence of EGF. Subsequently, they were treated with 
or without various concentrations of 15d-PGJ2, CAY10410 or PMA in the presence of EGF (2 
ng/ml) for 2 h. Immediately after the loading of H2DCFDA (10 µM) during the last 30 min of the 
incubation period, cells were washed with MHM and fluorescent images were obtained using a 
fluorescence microscope (A). The proportion of positive cells (a) and the level of fluorescence 
intensity per cell (b) were calculated by Scion® Image (B). PMA was used as a positive control 
reagent. The data are means ± S.E.M. of three to six wells (a) or 65–312 cells (b). *; significant 
difference from the vehicle control (p < 0.05, One-way ANOVA followed by Fisher’s PLSD test). 
Scale bar = 200 µm.  
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 EGF存在下（2 ng/ml及び 20 ng/ml）において 2 mMのGSH-EEの前処理が、低
濃度（0.1 µM – 0.3 µM）の 15d-PGJ2による増殖促進作用及び高濃度（1 µM - 10 
µM）の抑制作用をともに抑制していることが観察された（Fig. 26）。また、低

















Fig. 26. The effect of exogenous glutathione on the action of PGD2 and 15d-PGJ2 on the 
proliferation of NSCs. 
The dispersed NSCs from the primary neurospheres were seeded in non-treatment 96-well plate at 
a density of 1 × 105 cells/ml and cultured for 12 hr in the absence of EGF. After cells were 
pretreated with or without glutathione ethyl ester (GSH-EE) (2 mM), they were treated with or 
without various concentrations of PGD2 (0.1 µM ― 10 µM) or 15d-PGJ2 (0.01 µM ― 10 µM) in 
the presence of EGF (2, 20 ng/ml) for 48 hr. Thereafter, WST-8 solution was added to each well 
and incubated for an additional 5 hr. The absorbance at 450 nm with a reference wavelength of 595 
nm was measured by microplate reader and the net absorbance substracting the values of cell-free 
wells was calculated. The value of the control group was set to 100%. The data are means ± S.E.M. 
of three to four wells. #; significant difference from 15d-PGJ2-free (0 µM) in the vehicle group, †; 
significant difference from 15d-PGJ2-free (0 µM) in the GSH-EE group (p < 0.05, One-way 
ANOVA followed by Dunnett’s test). *; significant difference between the vehicle and GSH-EE 




















Fig. 27. The effect of exogenous glutathione on the action of PGD2 and 15d-PGJ2 on the 
proliferation of NSCs. 
The dispersed NSCs from the primary neurospheres were seeded in plate at a density of 1.1 × 105 
cells/ml and cultured for 12 hr in the absence of EGF. After cells were pretreated with or without 
glutathione ethyl ester (GSH-EE) (2 mM), they were treated with or without various concentrations 
of PGD2 (0.1 µM ― 10 µM) or 15d-PGJ2 in the presence of EGF (2 ng/ml) for 2 h. Immediately 
after the loading of H2DCFDA (10 µM) during the last 30 min of the incubation period, cells were 
washed with MHM and fluorescent images were obtained using a fluorescence microscope (A). 
The proportion of positive cells was calculated by Scion® Image (B). The data are means ± S.E.M. 
of three to six wells (a) or 65–312 cells. *; significant difference from the control (p < 0.05, 




 3-12 ERK1/2 のリン酸化に対する 15d-PGJ2の効果 











 神経幹細胞に 15d-PGJ2を 10 分間前処理し、その後EGF（2 ng/ml）で刺激し、
ERK1/2 に与える影響を検討した。その結果、EGF刺激は、刺激後 3 ～ 30 分に































Fig. 28. The effect of 15d-PGJ2 on EGF-induced phosphorylation of ERK1/2 in NSCs. 
A: Time-dependency of EGF-induced phosphorylation of ERK1/2. After the dispersed NSCs from 
the primary neurospheres were pretreated with 15d-PGJ2 for 10 min (a) or 60 min (b), they were 
treated with EGF (2 ng/ml). Thereafter, cells were harvested with sampling buffer and processed 






 3-13 15d-PGJ2によるROSレベル上昇における遺伝子発現の影響 
 近年、シクロペンテノン型プロスタグランジンの 1 つである NEPP11 が、
Keap1/Nrf2経路を活性化し、ニューロン保護作用を示すことが報告された(Satoh 
et al., 2006)（Fig. 29）。Nrf2 は塩基性領域－ロイシンジッパー構造をもつ転写因
子である。定常時において、Nrf2 は細胞質因子の Keap1 によって抑制されてい
るが、親電子性物質、ROS、活性窒素種などの 様々な反応性分子種に細胞が曝
されると、Keap1 がこれらを感知し、Nrf2 に対する抑制が解除され、Nrf2 が核
に移行し、解毒化酵素であるグルタチオン S-転移酵素や NADPH キノン還元酵
素（NQO-1）などの異物代謝酵素群、グルタチオン合成酵素やヘムオキシゲナ
ーゼ 1（HO-1）などの酸化ストレス防御に関わる遺伝子発現を誘導することが



































Fig. 30. The effect of 15d-PGJ2 on mRNA levels of Phase2 enzyme group. 
The dispersed NSCs from the primary neurospheres were seeded in 6-well plates at a density of 2.5 
× 105 cells/ml and cultured for 12 hr in the presence of EGF (2 ng/ml). Subsequently, they were 
treated with or without various concentrations of 15d-PGJ2 for 5 hr and total RNA were extracted 
and mRNA levels were analyzed by RT-PCR. HO-1 and NQO-1 mRNA levels were normalized by 
GAPDH levels. The data are means ± S.E.M. of four experiments. *; significant difference from 














及び 96 時間後において、時間依存的にTuj1 及びGFAP陽性細胞数の割合が増加
した（Fig. 31）。このことから、本実験の培養条件下において、時間依存的に神
経幹細胞の分化が促進されていることが示唆された。一方、15d-PGJ2は分化誘































Fig. 31. The effect of 15d-PGJ2 on the multipotency of the cultured NSCs. 
The dispersed NSCs from the primary neurospheres were seeded in 96-well plate at a density of 2.6 
× 105 cells/ml and cultured for 12 hr in the presence of EGF (20 ng/ml). Subsequently, they were 
treated with or without various concentrations of 15d-PGJ2 in the absence of EGF for 48 (A) or 96 
(B) hr. Differentiation was evaluated by fluorescence-based immunocytochemistry using a mouse 
monoclonal antibody against Tuj1 (green), a neural marker, a rabbit polyclonal antibody against 
GFAP (red), an astroglial marker, and hoechst 33258 (blue). Representative immunofluorescence 
images (a) and the proportion of Tuj1 (+)-cells (left) and GFAP (+)-cells (right) (b) are shown. The 










疫染色によって検討した。様々な用量（0.3 – 30 ng）の 15d-PGJ2を 5 週齢の雄
性マウスに脳室内投与し、5 時間もしくは 24 時間後にBrdU（50 mg/kg）を腹腔
内投与し、さらにその 2 時間後に脳をサンプリングした。その後、BrdU抗体を
用いた免疫組織化学によってSGZに存在するBrdU標識細胞をカウントした。 
 その結果、15d-PGJ2を投与して 5 時間後にBrdU投与した場合においては、最
も高用量の 30 ng の 15d-PGJ2がDGのBrdU標識細胞の数をcontrol群と比較して
有意に減少させたが、それ以外の用量の 15d-PGJ2投与は影響を与えなかった
（Fig. 32A）。一方、15d-PGJ2を投与して 24 時間後にBrdU投与した場合におい
ては、低用量の 1 ngの 15d-PGJ2がcontro群と比較してDGのBrdU標識細胞数をお

















Fig. 32. The effect of central injection of 15d-PGJ2 on the proliferation of neural 
stem/progenitor cells in the DG of postnatal mice. 
The number of BrdU-labeled cells in the DG of mice that were given BrdU 5 h after (A) and 24 h 
after (B) 15d-PGJ2 injection. Five h (A) or 24 h (B) after i.c.v injection of 15d-PGJ2 or vehicle, 
animals were intraperitoneally injected with BrdU (50 mg/kg). Two hours after BrdU injection, 
animals were sacrificed and coronal brain sections were processed for BrdU immunohistochemistry. 
The data are means ± S.E.M. of three to five mice. *; significant difference from the vehicle control 
(p < 0.05, Dunnett's test). (b) Representative immunofluorescence images of BrdU-labeled cells in 
the DG of mice that were given BrdU 24 h after 15d-PGJ2 or vehicle injection. The dashed 
rectangles in the low power image indicate the area shown in the high power image. GCL, granule 
cell layer; SGZ, subgranular zone. Scale bar = 100 µm.  
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 3-16 15d-PGJ2脳室内投与がマウス海馬歯状回のニューロン新生に及ぼす影響 
 これまでの結果より、15d-PGJ2は海馬神経幹細胞の増殖を二相性に調節して


























Fig. 33. The effect of the central injection of 15d-PGJ2 on the neurogenesis in the DG of 
postnatal mice. 
A: The number of BrdU-labeled cells in the DG of mice that were given BrdU 24 h after 15d-PGJ2 
injection. Twenty four h after i.c.v injection of 15d-PGJ2 or vehicle, animals were intraperitoneally 
injected with BrdU (50 mg/kg). Three weeks after BrdU injection, animals were sacrificed and 
coronal brain sections were processed for immunohistochemistry using a rat monoclonal antibody 
against BrdU, proliferation marker, a mouse monoclonal antibody against NeuN a mature neural 
marker. Shown is the number of BrdU (+) and NeuN (+)-cells (green) and BrdU(+) and NeuN (-) 
-celld The data are means ± S.E.M. of six to eight mice. (a) Representative immunofluorescence 
images of BrdU-labeled (red) and NeuN-labeled cells (green) in the DG of mice. The dashed 
rectangles in the low power image indicate the area shown in the high power image. GCL, granule 






























Fig. 34. The effect of the central injection of 15d-PGJ2 on the astrogliogenesis in the DG 
of postnatal mice. 
A: The number of BrdU-labeled cells in the DG of mice that were given BrdU 24 h after 15d-PGJ2 
injection. Twenty four h after i.c.v injection of 15d-PGJ2 or vehicle, animals were intraperitoneally 
injected with BrdU (50 mg/kg). Three weeks after BrdU injection, animals were sacrificed and 
coronal brain sections were processed for immunohistochemistry using a rat monoclonal antibody 
against BrdU, proliferation marker, a rabbit polyclonal antibody against GFAP an astroglial marker. 
Shown is the number of BrdU (+) and GFAP (+)-cells (green) and BrdU (+) and GFAP (-)-cells. 
The data are means ± S.E.M. of six to eight mice. (B) Representative immunofluorescence images 
of BrdU-labeled (red) and GFAP-labeled (green) cells in the DG of mice. The dashed rectangles in 
the low power image indicate the area shown in the high power image. GCL, granule cell layer; 


































































  一般に、PGD2の作用は 7 回膜貫通型のGPCRであるPGD2受容体（DP1 及び
DP2）を介して惹起されることが知られている。DP1 はGsと共役しており、PGD2
刺激はGsを介したアデニル酸シクラーゼの活性化とそれに続く細胞内cAMP濃
度の上昇を引き起こすことが報告されている(Boie et al., 1995)。また、DP2 はGi、
Gqと共役しており、PGD2刺激によりGiを介したアデニル酸シクラーゼの不活性
化とそれに続く細胞内cAMP濃度の減少や細胞内カルシウム濃度の上昇を引き




増殖を高めることが報告されている(Morishita et al., 2007)。また、Gi/oと共役す
ることが知られているカンナビノイド受容体（CB1 及びCB2）も神経幹細胞の














  PGD2による増殖調節作用の培養日数依存性について検討したところ、EGF（2 
ng/ml）による細胞数の増加がまだ顕著ではない培養 1 日目から低濃度のPGD2








なることが報告されていることから(Shibata et al., 2002)、in vitroの実験において
数十nMから数µMの範囲で検討を行うことは妥当であると考えられる。また、
PGD2の非酵素的代謝産物である 15d-PGJ2は、PGD2を 37°Cで無細胞系のメディ
ウム中においてインキュベートすると、24 時間後にその 30%程が 15d-PGJ2に変
換されることが確認されている(Shibata et al., 2002)。PGD2による神経幹細胞の
増殖促進作用は、1 ～ 2 µMで観察されるのに対して、15d-PGJ2による増殖促進















る(Forman et al., 1995; Kliewer et al., 1995)。その後の研究により、15d-PGJ2が
PPARγ依存的にマクロファージの活性化を抑制することも報告されている
(Ricote et al., 1998)。胎児マウス脳由来の神経幹細胞において、15d-PGJ2やPPAR
γアゴニストがPPARγを介して神経幹細胞の増殖を促進し、さらにニューロン
への分化を抑制することが報告されている(Wada et al., 2006)。しかしながら、
本研究では、PPARγアンタゴニストを用いた実験より、PGD2及び 15d-PGJ2に
よる海馬由来神経幹細胞の増殖調節作用はPPARγを介していないことが明らか
となった。Wadaらの報告(Wada et al., 2006)では、脳全体から神経幹細胞を分離
培養しているため、この結果の相違は、実験対象とした神経幹細胞の性質の違
いに起因しているのかもしれない。未分化な神経幹細胞にもいくつかのサブタ
イプが存在するとの報告もあり(Doetsch et al., 1999)、脳部位の違いにより神経
幹細胞機能の調節機構が異なると考えられる。ただ、本研究においてもEGF（2 




変化させ、細胞内情報伝達に関与することが知られている(Rossi et al., 2000; 
Straus et al., 2000)。15d-PGJ2はこの親電子性炭素を介して内因性還元物質のグル
タチオンと共有結合し、細胞内ROSの濃度を上昇させることが報告されている
(Kawamoto et al., 2000)。また、抗酸化剤として知られているMCI-186 はマウス
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 線条体原基由来神経幹細胞の増殖を抑制し、それに引き続くニューロンへの分
化を促進させることが報告されており(Moriya et al., 2007)、また、ラット海馬神
経前駆細胞において、ROSがその増殖能を調節していることが報告されている









15d-PGJ2（5 – 20 µM）は、PPARγ非依存的にROSレベルの上昇と細胞死を引き
起こすことが確認されている(Ray et al., 2006)。また、15d-PGJ2は低濃度では内
皮細胞に対して保護的に作用するが、高濃度ではアポトーシスを誘導すること



















示すものである。神経幹細胞の増殖能の促進にMAPKの 1 つであるERK1/2 の活









(Satoh et al., 2006)。Keap/Nrf2 経路が活性化されると、II型酵素群であるHO-1 や










に存在していることが明らかになっている(Altman and Das, 1965; Dayer et al., 
2003)。そこで、in vivoにおいて 15d-PGJ2がマウス海馬歯状回の神経幹/前駆細胞
の増殖に与える影響について検討したところ、30 ngの 15d-PGJ2の投与による増







を障害することが報告されている(Bastos et al., 2008)。LPSによるこれらの作用
は、海馬歯状回においてシクロオキシゲナーゼ 2 の発現誘導を介して起こって
いると示唆されている。さらに、LPSの脳室内投与によって脳内のPGD2含有量
が急激に上昇することが報告されている(Rosenberger et al., 2004)。15d-PGJ2の脳




で報告されているが(Guzman-Marin et al., 2003)、その原因脳内物質は同定されて
いない。PGD2は、覚醒時に脳内で生合成・分泌され、睡眠を誘発する作用を持
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